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Die f olgenden Angaben tind den vom Anmelder elngerefchten Unteriagen entnommen 

(S) Mikrotrterplatte 

© Die ErfTndung betrifft eine Mikrotiterplatte, rnsbesonde- 
re zur Behandlung von Proben mit organischen Losungs- 
mitteln und zur Analyse mittels lichtarzeugender Verfah- 
ren, mlt In efnem an sich bekannten Raster, befspfelswel- 
se n x 8 x m x 12, angeordneten ProbangefaBen. 
Aufgabe 1st es ( eine aufwandgerlng herstelibare und gut 
handhabbare Mlkroftrterplatte zu schaffen, die fur eine 
Vielzahl unterschiedlfchster Screen! ng-Untersuchung en, 
einschlleBlich Fluoreszenz- und Lumineszenzmessungen, 
unter den jewel Is spezlfischen Anwendungsbedingun- 
gen, wie Ldsungsmitteleinsatz etc., universe! I anwendbar 
ist. Die Mikrotiterplatte soil trotz kleiner Volumina (< 100 
Ml) der AnalysengefaBe problemlos, z. B. mlt Filterpapler- 
stanzlingen, beschickbar sein. 

ErfindungsgemaS besteht die Mikrotiterplatte (1) aus Hch- 
tundurchlassiger, nichtfluoreszlerender und gegen orga- 
nische Losungsmrttel reslstenter formnachgiebigerTher- 
mopiaste, wie thermisch verfbrmbares Polyp ropylen, und 
besrtzt vorzugswelse durch thermlsche Abformung von 
einer Matrize herstelibare, kegelstumpfformige Proben- 
gefaBe (2}zur Aufnahme vonfesten undflussigen Proben 
fm Mikrollter-Voluminabereich. Vortellhaft Ist eine Stablll- 
sierungspiatte (11) zur Aufnahme und ggf. Tempenerung 
der Mikrotiterplatte (1), wobei die MIkrotlterptatte (1) 
zweckmSBig mit Hiffe einer Auswurfplatte (13) wleder se- 
parlert werden kann. 
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Die Erfindung betrifft eine Mikrotiterplatte, insbesondere zur Behandlung von Proben 
mit organischen Losungsmitteln und zur Analyse mittels lichterzeugender Verfahren, 
mit in einem an sich bekannten Raster, beispielsweise n x 8 x m x 12, angeordneten 
ProbengefaBen.$A Aufgabe ist es, eine aufwandgering herstellbare und gut 
handhabbare Mikrotiterplatte zu schaffen, die fur eine Vielzahl unterschiedlichster 
Screening-Untersuchungen, einschlieBlich Fluoreszenz- und Lumineszenzmessungen, 
unter den jeweils spezifischen Anwendungsbedingungen, wie Losungsmitteleinsatz 
etc., universell anwendbar ist. Die Mikrotiterplatte soli trotz kleiner Volumina (< 100 
pi) der AnalysengefaBe problemlos, z. B. mit Filterpapierstanzlingen, beschickbar 
sein.$A ErfindungsgemaB besteht die Mikrotiterplatte (1) aus lichtundurchlassiger, 
nichtfluoreszierender und gegen organische Losungsmittel resistenter 
formnachgiebiger Thermoplaste, wie thermisch verformbares Polypropylen, und 
besitzt, vorzugsweise durch thermische Abformung von einer Matrize herstellbare, 
kegelstumpfformige ProbengefaBe (2) zur Aufnahme von festen und fliissigen Proben 
im Mikroliter-Voluminabereich. Vorteilhaft ist eine Stabilisierungsplatte (11) zur 
Aufnahme und ggf. Temperierung der Mikrotiterplatte (1), wobei die Mikrotiterplatte 
(1) zweckmaBig mit Hilfe einer Auswurfplatte (13) wieder separiert werden kann. 
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The invention concerns a micro titer plate, in particular for the treatment 
Probengefaessen.$A task arranged by samples with organic solvents and to 
the analysis by means of light-witnessing procedures, also in an actually well- 
known raster, for example n x 8 x m x 12, is it to create a spend-small 
producible and well manageable micro titer plate for a multiplicity of most 
different Screening investigations, including fluorescence and luminescence 
measurements, under which specific in each case application conditions, how 
solvent employment etc. is universally applicable. The micro titer plate is 
despite small volumes (< 100 I) of the analysis containers problem-free, e.g. 
with Filterpapierstanzlingen, feedable sein.$A according to invention exists 
the micro titer plate (1) of out opaque, not-fluorescent and form-flexible 
thermoplastics, like thermally ductile polypropylene, resistant to organic 
solvents, and possesses, preferably by thermal casting of a stencil producible, 
kegelstumpffoermige sample containers (2) for the admission of firm and 
liquid samples within the micro litre volume range. Favourably a stabilization 
plate is (1 1 ) for the admission and if necessary keeping at a moderate 
temperature of the micro titer plate (1 ), whereby the micro titer plate (1 ) can 
be separated appropriately with the help of an ejection plate (13) again. 
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Die Erfindung betrifft eine Mikrotiterplatte, 
insbesondere zur Behandlung von Proben mit 
organischen Losungsmitteln und zur Analyse 
mittels lichterzeugender Verfahren, mit in 
einem an sich bekannten Raster, beispielsweise 
n x 8 x m x 12, angeordneten Probengef alien . $A 
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Beschreibung 

DieErfindung betrifft eine Mikrotiterplatte, insbesondere 
zur Behandlung von Proben mil arganiEchen Lasungsmit- 
celn und deren Analyse mittelB lichterzeugender Verfahren, s 
Sie findet Verwendung in der biochemischwi und imrnuno- 
logischen Forsehung, in der medizinischen Diagnostic in 
der chernischen und phannazeutischen Industrie sowie in 
derBiotechnologie. 

Miknrtiterplatten, die eine Pluralitat von ProbengefaRen 10 
in einern dem KoardinatenrastEr von Multipipetten entspre- 
chenden Raster, beispielsweise 8x12 oder nx8xmxl2, auf- 
weisen, gewinnen in der Analytik zunehmend an Bedeu- 
tung. Alt Vorteil liegt darin, dafl eine Vielzahl von gleichen 
oder unterschiedlichen Proben, einschlieBlicb Referenzlo- 15 
sungen, parallel b eh an deli und auagewertet werrien konnen. 
In letzter Zeit kommeri rnehr und mehr fluorimetrische und 
luminometrische Uncerauchungen in Verbindung tnit der 
MikrotkerplRicentechnologie, insbesondere wegen ihrer ho- 
hen Empfindlichkeit, zum Einsatz. 20 

Derartige Mikrotiterplatten sind fUr viele Anwendungen 
an sich bekannt [z, B. A. Yarnaguchi et al„ Clin, Cham, 35 
(1989) 1962-1964 T, Tuuriunen et aL, Clin, China. Acta 212 
(1992) L55-158] und bestehen insbesondere au&Polystyrol. 

Bei Screeninguntersuchungen unter Verwendung stark 25 
geflrbter Proben, insbesondere von Blutproben, kommc es 
zu einer erheblichen Einengung der Anwendbarkeit opti- 
acher Analyseverfahren, da die anaryBierte Lichtintenaitat 
durch die Probe stark verfalBcht wird und es daher zu einer 
bedeucenden Senkung der Empfindlichkeit korrunt, Sehr 30 
haufig Lassen sich die attendee Substanzen, wie beispiels- 
weise Hamoglobin, elegant mit organischen Losungsinitteln 
fallen, d. h. enteiweiBen, und die besagten -Storungen da- 
durch beheben oder zumindeat stark vexrnindeni. Neben die- 
ser Art der ScreeningunterBuchung warden gegenwartig in 35 
zunehmenden Mafie Verfahren entwickelt, die durch Nacur- 
stoffscreening und kombinatorisctie Chemie die effiziente 
Entwicklung neuer oder die Verbesserung bekannter Phar- 
maka erlauben. Sehr haufig rnUssen die zu screenenden Pro- 
ben rnit organischen Losiingsmitfceln behandell und danach 40 
analyBien wexden, 

Die gegenwartig verfOgbaren Mikroriterplacten erfullen 
die Anforderungen, die durch Hochdurchsaczscreening-Pro- 
jekte gestellt werden (z.B. Nutzungsmoglichkeic fur ge- 
farbte Proben, dkonornisch vertretbaren Einsatz von teue- 45 
ren, hochstandardiBierten Reagenzien und die prakdkablc 
Verwendbarkeit von Trockenproben auf Tra gem, wie Filter* 
papier-Scanzlingen) niche. Fur den die Analysenkosten und 
die Reagenzienvolurnina reduzierenden Mikrolkerberekh 
sind keine loaungsmittelbegtandigen mit optischen Mitteln 50 
analysierbaren Mikroticerplatten verfUgbar. 

Einerseita bestehen die bisher bekannten, zur miniaturi- 
Bienen Analyse mit optiichen Mitteln geeigneten Mikroti- 
cerplatten mic kleinen Hohlungen, alle aus Pdystyrol und 
schlieBen wegen der Unvertraglichkeit gegenuberLosungs- 53 
mitteln eine Analyse nach Losungsmittel-Extraktion prak- 
riach aua< wobei dariiber hinaus iibliche FilDerpapieiBtanz- 
linge vnn auf FilDerpapier aufgetrackneten Blutproben nicht 
probLemlos und prakdkabel in die bekannten Aufhahmege- 
fflfie der Mikrodterplade eingebrachc werden konnen. 60 

Andererseits sind losungsnuttelbestandige herkommlicbe 
Mikroticerplatten (z. B. Fa Greiner) reladv teuer, aufgrund 
ihrer IranaparenzeigenBchaften nicht fur alle optiBchen 
Analyseverfahren geeignet imd erfordern auBerdern groBe 
Probenvoiuiiuna und damit Reagen2ien-Mengen. Diese Mi- 65 
kroriterplatten sind auf Grund der zu erwanenden hohen 
Kosten fur Screening-Untersuchungen ebenfalls nicht ge- 
eignet. 
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Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu Grunde, eine 
rnit geringem Aufwand herstellbare und gut handhabbare 
Mikrodterplatte zu schaffen, welche die vorgenannten 
Kachteile in der Geaarntheit nicht aufweiat und damit fur 
eine V^elzahl unteTschiedlichBDer Screemng-UnTerauchun- 
gen, insbesondere mit Einsatz von Fh3ores2enz- und Lumi- 
neszenzmeasungen, universell anwendbar isc. Die Mikrod- 
terplatte soil trotz kleiner Volumina der AnalysengefdGe 
problemlos. z, B. rnit Filterpapierstanzlingen. beschickbar 
sein, 

EcfindungEgemafi wird eine Mikrodterplatte vorgescbla- 
gen, die aus lichtundurchlftsaiger, dchcfluoreszierender und 
gegen organische Losungsmitcel resiscenter fonrmachgiebi- 
ger Thermoplaste, wie thermisch verforrnbares Polypropy- 
lene besteht und bei welcher die. vorzug&weise durch thej> 
mische Verforrnung hergeatelltEn, Probengefafle, kegel- 
stumpflui'uug fur Proben voluminfl irn MikEoliterbereich 
ausgebildet sind. 

In den Unceransprtlchen 2 bis 8 sbd zvreckrnaBige Aus- 
gestaltungsmerkmale der Erfindung, wie Mittel zur Erhd- 
hung der mechanischen -StabilitSt. zur Erweiterung der An- 
wendungsmoglkhkeiten und zur ^rbeaaerung der Handha- 
bung. beschrieben, 

Die Mikroticerplatte kann auf einfachsce Weise und darnit 
sehr wirxschatiiich, beispielsweise durch thennische Abfor- 
mung von einer Matrize (Master) hergestellt werden und Isc 
auf Grund ihrer Material- und Formeigenscbaften der Pro- 
bengefa^e universell fur zurrund&Bt eine VleUabl von An- 
wendungen zur Probenbehandlung und ProbenauBwertung 
geeignec. Diese Anwendungen schliefien auch opdsche Aus- 
werteverfahren rnic ein, ohne daB die Macerialeigenschaften 
der Mikrotiterplatte die Ernpfindlicbkeit der Auswertung be- 
eintrachu'gen, Durch die kegelsuomr^ormige Form der Pro- 
bengeFafie wird eine gute und praktikable Beschickung der 
ProbengefaBe gewahrleiatetj wobei auchPartikeL wieFilter- 
papierscanzlinge etc., trotz der kleinen GeffiBvolumina eben- 
falls mit inbegriffen sind. Die geringen VolurriinagroQen ge- 
statten auBerdern eine sehr kostengunstige Probenauswer- 
tung. 

In der GeBamtheit vereinigt die MikrotiterplatDe dabei ein- 
zelne Varceile apeziell fur beadrnrnte Anwendungsfalie be- 
reits bekanntgewordener Mikrotiterplatten flir eine breite 
und universelle Anwendbarkeit unter verschiedensten Nut- 
zungsvoraussetzungen. 

Die Erfindung soil nachstehend anhand der Zeichnung 
naher erlautert werden, Ea zeigen: 

Fig. 1 PerBpekdvdarstEUung der MikroUterplatte mit £>ta- 
bilisierungsplaite 

Tig. 2Mikrotkerplatce b Draufsicht 

Fig* 3 Prinzipanordnung der Mikrotiterplatte mit Scabili- 
sierungspLatte in seitlichen Schnittdarstellungen 

Fig, 4 Prinzipanordnung der Mikrodtexplatte rnit Stabili- 
sierungsplattE und AuBwurfplatte in seitlichen Schnittdar- 
stellungen 

Fig* 5 Auf Filterpapier aufgetrocknete Oberstande von 
bluthaltigen Proben nach EnteiweiBung in der Mikrodter- 
platte rnit verschiedenen organiBchen Losungsmirteln 

Fig» 6 Prazision der FluoreBzenzineBBung in der Mikroti- 
terplane 

Fig* 7 Unprflzision eines miniaturisierten Neugeborenen- 
-Screening-Testes auf Galaktose-1-Phosphat-Uridyltransfe- 
rase-Mangel 

Tig, 8 Signalhohe und UnpraziBicm eines miniaturiBierten 
Neugeborenfin-Scxeeiiing-TesteB auf Galaktose-l-Phosphat- 
Lndyltransferase-Mangel uncer Verwendung ver&chiedener 
EnteiweiGungsmiael. 

In Fig. 1 und 2 isc eine Mikrotiterplatte 1 in Perspektivan- 
sicht und Draufsicht dargestellt, die in einem an sich be- 



DE 197 39 

3 

kannten x-v-Rasterma8 8x12 insgesamt 96 Probengef&fle 2 
zur Aufhahme und Behandtung von Proben mit Voluniina 
im Mikroliteibereich besitzt. Die Mikrotiterplatte 1 besceht 
ausPolyprDpylenLM-885/30-T1480-160 undistdurcb tber- 
miBche Verfonnurig (Abfonnung van einer Matritze) auB ei- 5 
ner fottenartigen Platine hergestellt. In diesem Abformungs- 
prozefl wurden gleictizeitig die 96 Vertiefungen fOrdiePro- 
bengeffcBe 2 to die Pladne eingeprHgt sowie Formstabilisie- 
rungselcmeme von Seitenrlachen 3 und 4, Eckenabschrii- 
gungen 5 und AbBtuf ungen 6 erzeugt. Die eingepragtEn Ver- 10 
tiefungen fur die ProbengefaJile 2 sind keggUtu mj j fl tj r mig t 
so daB ihr oberer Durehmesser 7 gr&fter als ihr unterer 
Durehmesser 8 am Boden der AnalysengemGe 2 ist und Sei- 
tenwande 9 konisch ausgebildet sind (vgL Fig. 2), Mic der 
kegelstumpfftanigen Ausbildung der ProbengefEifle 2 im jd- 15 
Ptobenvolununabereich wird gegenuber einer bekannten 
Maiden- oder Xegelfann eine guce undprakdkable Beschik- 
kung (u. a. auch mil FUterpapierstanzlingen) errno'glicht. 
Die kleinen Hohlungen der Probengef&Qe 2 machen diese 
Untersuchungen, welche dadurch iediglich geringe Proben- 20 
mengen benOdgen. to jeder Hinsicht .sehr Yoneilhaft und 
wiicschaftlich, 

Das Material der Mikrotiterplatte 1 ist resistent gegen or* 
gamacheLGsuiigsrnitcel, wie tosbesondere Aceton, Acetoni- 
tril, Methanol, ButanoL Hestan und Gemischen daraus, wo- 35 
durch auch etoe diesbezCigliche Eignung fUr zahlreiche An- 
wendurigsfalle (z.B. EnteiweiBung in der bicchemischen 
und kUmsch-cheiniscben Analytik, Naturstoffscreening, 
kombinatorische Chemie etc,) gegeben ist. 

Feraer ist dieses Material der Mikrotiterplatte 1 lichtun- 30 
durchlaasig sowie nichtfluoreszierend, so daB die Anwen- 
dung fur optische Analyseverfahren gegeben ist, ohne daB 
das GefURmaterial die Probenauswertung einschknkt oder 
beeinfluBt, 

Auf der Oberfiache der Mikictiterplatte 1 (siehe Fig. 2) 35 
he eine Xoordinatenkennung 10 fur das Raster der Proben- 
gef&Be 2 in Form von Buchstaben und Zablen der entspre- 
chenden Koordinate dea 8x12 Probenrasters sictitbar. Diese 
kann beispielsweise aufgedruckt warden (Siebdruck o. a\) 
bzw, gleich bei der therrnischen Abfhmiung der Mikrotiter- 40 
platce 1 mit etogepragt v/erden. 

Um die mechanische Fonnstabilkat der Mikrotiterplatte 1 
(gerade ftir sehr dUnnwandige und folienartig flexible Plat- 
tenausfUhrungen) bei der Verwendung zu erhehen. ist etoe 
Stabilisierungsplatte 11 (Gruridkdrper) vorgesehen. auf wel- 45 
che die Mikrotiterplatte 1 aufgesetzt wird, Dazu besitzt die 
StabiliBierungBplatte 11 zwecks Auftiahme der Probenge- 
Me 2 zu diesen korrespondierende Verdef ungen 12 (siehe 
Fig. L). Fig. 3 zeigt die Prinziparjordnurig der Mikrotiter- 
platte 1 mit Stabilisierungsplatte 11 in seitlichen Schnitcdar- 50 
stellungen (getrenncer und aufgesetzter Zustand). Die Dar- 
Btellung entsprichl der in Fig, 2 angedeuteteu Schnittebene 
A-B. Eine diinnwandige und damn formnachgiebige Aus* 
fUhrung der Probengefafie 2 (folienartige Seitenwandc S>) 
unterstUtzt dabei etoe form- und kraftschlUssige Passung der 55 
PtDbengefd0e2 in den Vertiefungen 12, was beispielsweise 
fur einen engen Warrneknntakt bei einer Temperierung der 
Probengefal3e 2 Liber die StflbiliHierungsplatte U (in der 
Zeichnung nicht dargescellt) relevant ist. 

Um ein prakukables Trennen der Mikrotiterplatte 1 von 60 
der StabilisieruiLgsplatte U zu ermbglichen. ist eine Aus- 
wurfplatte 13 vorgesehen, die zwei Auswurfstifte 14 besitzt. 
Die Stabiliaiemngsplatte LI weist zvsnei mit diesen korre- 
Bpandierende Locher 15 auf, durch welche die AuBWurf sdfte 
14 bindurchgreifen und die Mikrotiterplatte 1 zum Ausvnirf 65 
an ihrer Unterseice antastea Die Schnitidarstellung von Fig* 
4 entspricht dabei der in Tig. 2 angedeuteten Schniuebene 
C-D. 
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Urn die universelle Verwendbarkeit der erfindungsgemfi- 
J3en Mikrotiterplaite 1 fur die unterschiedlichsten Proben- 
auswertungen zu demonstrieren, soEen vier Anwenduugs- 
beispiele rait den Zeicbnungen 5-8 vorgestellt werdeii. 

Anwendungsbeispiel 1 

Fallung von HHrnoglobin mit organisohen Losungsrnitteln 

Je ein 3 mm-Blutblaucherj wird in jedes Probengefafl 2 
der Mikrotiterplatte 1 placiert und mil je 20 /il 100 rnM Tri- 
^hanolarrun/HCL pK 7,8 mil 0,133% (w/v) Digitonin, 0,9 
rnM EDTA, 0,63 rnM Dithiothrekol und 0,02% NaNi (L und 
2 to Fig. 5) bzw. H 2 0 (3 und 4 in Fig. 5) zwei Scunden bei 
37 °C eluiert. Danacb werden die Mikrou'terplatte auf 
Kaumtemperatur abgekiiblt und in jeweila zwei Prabenge- 
faBe identisch je 40 pi (1 und 3 in Fig. 5) bzw, fiO pi (2 und 4 
in Fig* 5) der folgenden LOsungsmictel gipetriert: (A) Ace- 
ton, (B) Acaetonicril, (C) Methanol, (p) Atnanol, (E> Propa- 
nol, CF) Isopropanol, (G) ButanoL, l/l(\7v)-Mischur)gen aus 
(H) Athanol/Aceton. (I) Metanol/Aceton, (J) Butanol/Ace- 
tnn, (X) Methanol/AthanoL (L) MeTbarjol/Propanol, (M) 
Propanol/Acetnn, (K) MiethanoVlBopropanoL (O) Methanol) 
Butanol und (P) rl 3 0. 

BlucblAttcheneluac und L6sungsmitcel werden auf einern 
MikrodterplattenschUtder gemischt und bei 4000 g fur 
5mto zentrifugiert. 5 ul des tiberstandes werden auf 
MN818 piperdect und die Anwesenheit von Harnoglobin auf 
dam Filterpapier visuell beurteilt, Fig, 5 zeigt, daB unter al- 
ien Bedingungen nur Aceton, AcetonitriL, Propanol und Me- 
thanol und 1/1-Mischungen aus Metbanol/Aceton einekom- 
plette Enteiweiflung erzeugen. 

Anwendungsbeispiel 2 

Pluoreszensmeasung in der Mikrotiterplatte 

Die Fluoreszenz jeweils alter 96 Proberigefafle 2 der Mi- 
krotiterplatte 1 werden Leer, oder mit 80, 90 bzw. 100 yl ei- 
ne* Puffers ohne oder mit NADH oder Methylumbelliferon 
gefullt bei 460 nm (Anregung 355 nm) in einem an sich be- 
kannten FLuorimcterreader gemessen. In Fig. 6 sind Signal- 
H6ben und rnprfizisionen dieser Mesaungen zusarnrnenge- 
stellt. 

Die erfindungsgema73e Mikrotiterplatte besitzt demit ge- 
genuber herkoirunlichen zur Fluorinietrie verwendeten Mi- 
krotiteiplatteiL am weif3ern oder schwarzern Polys Tyrol ver- 
gleichb ar gute Prazisionseigenschaften. 

Anwendungsbeispiel 3 

MiniaturiBierter Keugeborenen- Screening-Test auf Oalak- 
toae- 1 -PnaHphat-Uridyltransferase-Aktivita t 

Zu jeweils etoernBiutblSttchen (3 mm 0) pro Probenge- 
fa"B 2 der Mikrotiterplatte 1. welches Normalblut eines er- 
wachsenen freiwilligen Spenders oder entaprechende Ver- 
diinnungen im Eigeuplflama aufgetrocknet enth'alt, werden 
20 nl des Testgemisches pipettiert. Das Testgemisch enthfilt 
100 rnM Triathanolamin/HCL pH 7,8, 0,L33% (w^v) Digito- 
nin, 0,9 mM EDTA. 0,63 rnM DithiothreitoL 0,02% NaN3 
(w/v), 6,48 mM Galaktose- L-phosphat, 4.4 mM UDP-glu- 
kose, 4»82 rnM NADP. Endividuelle Blindwerte werden mit 
dem gleichen TestgerniBch, aber ohne Galaktose-l-phosphat 
parallel mitbestimniL 

Die Mikrotiterplaite wird kurz auf einem Mikrotiterplat- 
tenschutder geschuttelt, mit einer Zlebefolie abgedecktund 
zwei Stunden bei 38°C inkubien. Danacb erfolgt die Entei- 
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weiBung durch Zugabe von 60 ul MettiBnol/Acecon OAl, 
v/v), SchQtteln und Zentrifugarion bed 4000 g fUr 5 min. Die 
Huoreszenz der Losung in den ProbengeKflen 2 wird direkt 
in der MikratitEiplaite l k wekhe in die StabiliBienmgBplatte 
11 eingedruckt ist t bei 460 nm (355 nni Anregung) iin Fluo- 
rimeter gemessen. Die erhakenen Signals (Skalenteile) und 
UnprSziaionen des Testes sind in Fig* 1 zusammeogescellc. 

Die SignalhBhen ilbenteigen diejenigen, die bei her- 
koinmlichen Tests mit grt>Beren Vblumina erreicht werden 
um das 5-1 0-f ache. Die erreichCEii Praiiaionen machen den 
Test furScrBeningzwecke gut geeignet, 

Anwendungsbeispiel 4 

Test auf Galaktose- 1-Phosphat-Uridyltransferase-Akdvitat 
iinter Verwendung verEchiedener EnteiweifiungBmittEl 

Derrniniarurisierte Tesc wird wie in Anwendungsbeiapiel 
3 durehgefuhrt, jedoch verschiedene Losimgsmirtel als En- 
teiweiBungsreagenz mit einem Vblumen von 40 bzw. 60 jjI 
eingesectt: Es werden jeweils 6 Proben in einer Serie glei- 
chermaflen behandek. 

60 pi Tfestpuffer: AcetanAtfethflncl (1/1). Athanol, Metha- 
nol, Aceton, Propanol, Acetonicril; 
40 pi AchaaoL 

Die erreichten Fluoreszenzen und Unprazisionen sind in 
Jig. 8 zusammengestellt. 

Es ist zu aehen, daB die LoBimgsmittel Methanol und Ace- 
tnn/Mjethanol (1/1), die krjmplett enteiweiflen (vgl, Fig. 5), 
auch die hflchsten Tesc-Fluoreszenssignale bei ginen Test- 
prfizisionen enntiglichen. Propanol, Acetonitril und Aceton 
fUhren zu einer Verminderung der NADPH-Fluoreszenz. 
Testpuffer und Athanol entfernen das storende Hamoglobin 
niche bzw, nur unvollatandig. 



Bezugszeichenlisce 



I Mikroticerplatte 
iProbengefdB 

3, 4 Seitenfiache 
5 EcbEnabachragung 
6Abstufiing 
7, 8 Durchmesaer 

9 Seicenwand 

10 Koordinatenkennung 

II StabiliBieruugBplatte 

12 Vert jefung 

13 Auawurfplatte 

14 Auswur&tift 

15 Loch 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



menten versehen ist. 

3. Mikrotiterplatte nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnec, da(3 die Mikrotiteiplacte (1) MitceL (3, 4. 5, 6) 
zur Erhahung der Farmstabilitat, wie beispielsweise 
Seitenu&chea, WiiUte, Stufen, Fake, Sicken, Abschra- 
gungen u.1 vorgesehen sind. 

4. MDcrotiterplane nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB auf der Oberflache der MikrotiDerplatce 
(1) eine Koordinatenkennung (10) fllr das Raster der 
Probengefafle (2) angegeben ist. 

5- Mikratiuerplatte nach Anspruch 4, dadurch gekecui- 
zeichnet, daB die Kootdinatenkennung (ID) ebenfalls 
durch thermische Verformung in die Oberflache der 
Mikrotitexplatee (1) eingepragt ist. 

6. Mikrotiteiplacte nach Anspruch 1. dadurch geketm- 
zeichnet, daB eine StabiliiierungBplattE (U) vargese- 
hen ist, die zu den bIb Vertiefungen der Mikrotiterplatte 
(1) ausgebildeten ProbengefaQen (2) korrespondie- 
rende Aufnahmevertiefungen (12) besitzr, in welche 
die ProbengefSfle (2) der Mikrotiterplacte (1) form- und 
kraftschlttssig eingesetzt werden. 

7. Mikrotiterplatte nach Anspruch 6", dadurch gekenn- 
zeiebnet, daB die Stflbiliaierungsplatte (11) Mittel zur 
Temperierung beskzt, z.B. eine interne elrkcrische 
Heizspirale, oder mi[ solcben in Verbindnng stetit z. B. 
zu einem HUssigkeicsbad. 

8. Mikrotiteiplacte nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine Auewurfplatte (13) vorgesehen iat, 
die zuindeBtens zwei Auswuifstifte (14) bEaitzt, welche 
zum Auswurf der Mikrodterplatte (1) aus der Stabili- 
sierungsplacte (11) durch kwxespondierende Locher 
(12) der Stabilisierungsplacce (U) hindurchgreifen und 
die Mikrotiterplaae (1) von der Unterseite ancasten. 



Hierzu 8 Seite(n) Zekhnungen 



Patentanspruche 

1. Mikrotiterplatte, insbesondere zur Behandlung von 
Proben mit organischen Losungsmitteln und zur Ana- 55 
lyse mittels lichterzeugender Verfahien, mil in einem 

an skb bekaruiten RagDer, bei spiels weiae nx8>aiixl2 ( 
angeardneten PrabengefaBerx, dadurch gekeoiizeich- 
net, daB die Mikrodterplatte (1) aus Hchturidurchl&ssi- 
ger, nichtfiuoieszierender und gegen organische L6- 60 
sungsmittel resistenter fbnnnachgiebiger Tnermopla- 
ste, uie thermisch verformbarem Polypropyleu. be- 
sceht und daB die, vorzugsweise durch thenniBche \fer- 
fctrmung hergeatellten, ProbengefaSe (2), kfigelstumpf- 
fttrnaig zur Aufnahme von festen und" fills sigen Proben 65 
irn Mikroliter-Voluminabereicli ausgebildet sind. 

2. Mikrotiterplatte nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
aeichneu daB die Thennoplasce rnic colorierten Pig- 
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Fluoreszens (Mittel) 


VK 


Anzahl 




± Standardabweichung 


(%) 


der 








Platten 
0) 


leer 


2,22 ±0,19 




6 


100 \il A 


3,69 ±0,31 




3 


0,4 mM NADH in A 




1 AA .. 1 

101) fll 


523,73 ±6.91 


1,32 


3 


A A . . 1 

90 jil 


525,79 ±7,65 


1,45 


3 


80 |xl 


525,5 ±7,77 


1,47 


3 


nuvi iNAun in a, iuu pi 


477,8 ±8,46 


1,77 


1 


0,1 mM NADH in A, 100 fil 


360,1 ±5,94 


1,65 


3 


Methyhraibelliferon in B, 100 nl 




2,5 nM 


2637,3 ±51,69 


1,96 


1 


5,0 juM 


5823,65 ± 120.55 


2,07 


2 



A: 100 mM TriSthanolamin/HCl pH 7,8, B:l M Diethanolamin/HCl pH 9.8 
Fluoreszenzwerte sind die Mittel und Standardabweichungen von n 
(n - z x 96), VK: Mittel der VariationskoefiSzienten aller z Einzel-VK der 
gemessenen Platten; 



Fig. 6 
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a: Intra-assay-Unprazision: 



GALT-Aktivitftt 


Fluoreszens 


■ VK 


n 




(Mittel) 






0 (Galaktos&mie) 


8.84 


12.56 


12 


verdtlnntes Normalblut 


37.84 


11.17 


20 


verdtlnntes Normalblut 


116.58 


7.55 


21 


verdtlnntes Nonnalblut 


169.35 


6.80 


21 


Normalblut 


188.17 


7.03 


21 


Blindwert vom Nonnalblut 


8.15 


8.36 


21 



b: Inter-assay-Unprazsision: 



GALT-Aktivitat 


Fluoreszens 
(Mittel) 


VK 
(%) 


n 


0 (Galaktosamie) 


8,2 


19,3 


12 


verdunntes Normalblut 


37*63 


17,2 


12 


verdiinntes Nonnalblut 


107,84 


7,8 


12 


verdtlnntes Nonnalblut 


150,78 


8.1 


12 


Normalblut 


186,32 


4,3 


12 



Fig.7 



8O207CM1S 



DERWENT-ACC-NO: 1999-182018 
DERWENT-WEEK: 199916 

COPYRIGHT 1999 DERWENT INFORMATION LTD 

TITLE: Microtitration plate for wide application - comprises 
thermoformed, 

opaque, coloured polypropylene, with standard grid of frustrated 
conical sample 

recesses, and is complemented by support stand and ejector 
plate 

INVENTOR: HORN, A; RHODE, H ; SCHARFF, M ; WOELFEL, H 
PATENT-ASSIGNEE: UNIV SCHILLER JENA[UYJE] 
PRIORITY-DATA: 1997DE-1039119 (September 6, 1997) 
PATENT-FAMILY: 

PUB-NO PUB-DATE LANGUAGE PAGES 

MAIN-IPC / 

DE 19739119 A1 March 11, 1999 N/A 012 

B01L 003/00 

APPLICATION-DATA: 

PUB-NO APPL-DESCRIPTOR APPL-NO 

APPL-DATE 

DE1 973911 9 A1 N/A 1997DE-1039119 
September 6, 1997 

INT-CL (IPC): B01L003/00; G01N001/28 ; G01N021/62 ; 

G01N021/76 ; 

G01N033/52 

ABSTRACTED-PUB-NO: DE 1 97391 19A 



11/01/2002, EAST Version: 1.03.0007 



BASIC-ABSTRACT: NOVELTY - The microtitration plate (1) is 
opaque, 

non-fluorescing and resistant to organic solvents. It is 
thermoformed from 

e.g. polypropylene. Its frustrated conical sample recesses (2) 
accept solid 

and liquid microlitre samples. DETAILED DESCRIPTION - 
Preferred features: The 

thermoplastic includes coloured pigments. Its e.g. side surfaces 
(3, 4), 

bulges, steps (6), folds, beads and/or bevels (5), are provided for 
reinforcement. Scale markings define a grid for sample location, 
which is 

embossed during thermoforming. A companion, stabilizing base 
plate has holes 

corresponding with the sample recesses of the microtitration 
plate, into which 

they are inserted and locked into position, held under friction. 
This base 

includes tempering equipment, such as an internal heating spiral, 
or is in 

contact with e.g. a fluid bath. A further plate (not shown) which 
carries 

ejection pegs, pushes the microtitration plate out of the 
stabilizing base, the 

pegs entering the holes from the rear, to press against the bases 

of the sample 

recesses. 

USE - For handling a wide variety of samples including organic 
solvents. The 

grid is a standard pattern, suiting automatic equipment. 

ADVANTAGE - This plate is extremely simple and economical to 
manufacture, and 

of near-universal application. Optical techniques may be used, 



11/01/2002, EAST Version: 1.03.0007 



without 

detracting from measurement sensitivity. The conical form 
assists sample 

loading, and locates e.g. small filter paper stampings. 
DESCRIPTION OF 

DRAWING(S) - A general isometric view is shown (1) 
microtitration plate; (2) 

conical sample recesses; (3, 4) side surfaces; (5) bevels; (6) 
steps.. 

CHOSEN-DRAWING: Dwg.1/8 
TITLE-TERMS: 

PLATE WIDE APPLY COMPRISE OPAQUE COLOUR 

POLYPROPYLENE STANDARD GRID CONICAL 

SAMPLE RECESS COMPLEMENTARY SUPPORT STAND EJECT 
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